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摘要 : 昆虫 EST 资源 库 的 扩充 为 开发 新 的 分 子 标记 提供 了 宝贵 的 资源 。 本 研究 对 NCBI 的 EST 数据 库 中 来 源 于 麦 红 
IMK E Sitodiplosis mosellana 唾 腺 的 1 217 条 EST 序列 进行 了 unigene 组 装 、SSR 信息 分 析 和 EST-SSR 分 子 标记 筛选 。 
结果 表明 : 在 1047 个 unigenes 中 共 找 到 141 个 SSR 位 点 , 分 布 于 106 个 (10.12% ) unigenes 中 ,平均 每 3.49 kb HIE 
一 个 SSR 位 点 。 在 1 ~6 碱 基 重 复 基 元 中 , 1 ~3 碱 基 是 主要 重复 类 型 ， 占 总 SSR 的 97. 16% V] E, A/T(31.2196) , 
AC/GT(15. 6096 ) fll AAC/GTT(9. 2296 ) 分 别 是 单 、 双 和 三 碱 基 中 占 优 势 的 重复 基 元 类 型 。 利 用 Primer Premier 5. 0 软 
件 对 查找 的 EST-SSRs 进行 引物 设计 , 并 以 麦 红 吸 浆 虫 基因 组 DNA 为 模板 , 对 从 中 选 出 的 26 对 SSR 引物 进行 多 态 性 
检测 。 结 果 有 20 对 (76.92% ) 引 物 能 扩 增 出 清晰 的 目的 条 带 , 并 且 其 中 9 对 (45% ) 引物 表现 出 多 态 性 。 多 态 性 分 析 
结果 表明 , 从 9 对 EST-SSR 引物 中 , 共 检 测 到 51 个 等 位 基因 , 平均 每 个 位 点 含有 等 位 基因 数 为 5.67 , 平均 期 望 杂 合 
度 为 0.65 , 平均 多 态 信 息 含量 为 0.60。 本 研究 能 够 为 今后 玫 红 吸 奖 虫 的 种 群 遗 传 结构 与 遗传 多 样 性 研究 提供 帮助 。 
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Abstract: Insect expressed sequence tags ( ESTs) database provides a valuable resource for developing 
well-characterized molecular markers. In this study, 1 217 ESTs from the salivary glands of the wheat 
midge, Sitodiplosis mosellana, were downloaded from NCBI database and assembled into unigenes. The 
characteristics of unigene-derived SSR were analyzed and partial EST-SSRs were screened. The results 
showed that 141 EST-SSHRs distributed in 106 (10. 12% ) unigene sequences were detected, with an 
average of one SSR in every 3.49 kb of unigene sequence. Among 1 - 6 nucleotide repeat types, 1 -3 
nucleotide repeats are the main types, accounting for 97. 16% of all SSR. A/T, AC/GT and AAC/GTT 
account for the highest proportion in mononucleotide, dinucleotide and trinucleotide, respectively. 
Furthermore, EST-SSR primer pairs were designed using the Primer Premier 5. 0 program and 26 pairs were 
selected for marker development in S. mosellana adults. Of the 26 primer pairs, 20 pairs (76. 92% ) 
produced discernable polymerase chain reaction ( PCR) products, and of these 20 primer pairs, 9 pairs 
(4596 ) displayed polymorphism. Fifty-one alleles were found in the 9 primer pairs, the mean number of 
alleles per locus was 5.67, the average expected heterozygosity was 0. 65 and the average polymorphism 
information content ( P/C) was 0. 60. The SSRs identified in this study will help explore the population 
genetic structure and genetic diversity of S. mosellana in the near future. 
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t4 HE DNA ( microsatellite DNA) 是 由 1 ~6 个 
核 苷 酸 组 成 的 简单 串联 重复 序列 ( simple sequence 
repeats, SSRs) , 这 类 序列 具有 数量 大 、 分 布 广 旦 均 
匀 、 多 态 信息 含 量 高 、 呈 共 显 性 遗传 、 检 测 快 速 方 
便 等 特点 ( 王 永 模 等 , 2007 ; Wang et al., 2009)。 微 
卫星 DNA 在 昆虫 中 广泛 存在 , 并 且 在 构建 遗传 连 
锁 图 谱 、 分 子 鉴定 、 群 体 遗 传 学 、 比 较 基 因 组 学 、 
入 侵 昆虫 学 、 植 物 - 昆 虫 -天 敌 的 作用 关系 和 害虫 的 
综合 防治 等 方面 发 挥 了 重要 的 作用 (Qureshi er al., 
2004; Miao et al., 2005; Behura, 2006; 褚 栋 等 ， 
2007, 2008; Kim et al., 2008; »xl|fE JE SE, 2008; 
Sharma, 2009; Feldmeyer et al., 2010) , fH EE] Eb H 
种 类 不 同 , 其 所 含有 的 SSR 重复 基 元 类 型 、 分 布 频 
率 、 找 贝 数 和 在 基因 组 中 的 位 置 等 也 存在 差异 
( Archak et al., 2007) 。 

随 着 分 子 生物 学 技术 的 不 断 发 展 和 SSR 标记 
的 广泛 应 用 , 用 于 开发 SSR 标记 的 新 宵 略 也 不 断 出 
现 ( 敖 日 格 乐 等 , 2009) 。 目 前 ，SSR 标记 的 获取 主 
要 有 两 种 途径 : 一 种 是 从 基因 组 文库 中 戎 选 含有 微 
卫星 DNA 的 阳性 克隆 ; 男 一 种 是 通过 检索 
GenBank, GDB, EMBL 和 DDBJ 等 DNA 序列 数据 
FE, 获得 含有 微 卫星 的 序列 。 与 前 者 相 比 , 通过 后 
者 获得 微 卫星 DNA 的 方法 具有 人 简单、 快速 和 经 济 
的 特点 。 表 达 序 列 标 签 (expressed sequence tags, 
EST) 作为 开发 SSR 标记 的 重要 资源 (Pashley et al., 
2006; Ellis and Bruke, 2007) ， 具 有 近 缘 种 间 通 用 
性 好 、 技 术 简 单 及 成 本 低 等 优点 (Ma et al., 2010) 。 
但 是 , 由 于 筛选 标准 不 同 , 不 同 研究 者 从 数据 库 中 
所 获得 的 SSR 重复 基 元 的 分 布 情况 和 出 现 频率 也 
会 存在 很 大 的 差异 ,即使 在 同一 个 物种 中 ， 因 检索 
标准 不 同 ，EST-SSRs 分 布 情况 也 会 不 同 。 

近 几 年 来 , 昆虫 EST 数据 的 急剧 增加 ,为 开发 
SSR 标记 提供 了 宝贵 的 资源 。 然 而 , 与 植物 相 比 ， 
利用 昆虫 EST 资源 库 开发 EST-SSR 分 子 标 记 的 研 
究 报 道 还 相对 较 少 , 而且 仪 在 蜜蜂 Apis, dS KA 
Nilaparvata lugens ( Sàl ) , Wf R., E X d o np HB 
Diabrotica virgifera virgifera Leconte FU JR W A K 
Tribolium castaneum 等 少数 昆虫 中 有 报道 (李斌 等 ， 
2004; Weng et al, 2007; Kim et al., 2008; 张 琳 琳 
A. 2008; Arunkumar et al., 2009; X| E t RS 
林 , 2010) , 

HIIRI E Sitodiplosis mosellana 是 一 种 难以 防 
控 的 重要 农业 害虫 。 近 几 年 来 , 受 全 球 气 候 变 化 和 
其 他 因素 的 影响 , 麦 红 吸 浆 虫 在 世界 上 多 个 国家 的 


发 生 和 危害 又 有 显著 回升 的 趋势 ， 而 在 我 国 局 部 地 区 
的 扩散 成 灾 趋 势 更 加 明显 ( 魏 长 安 等 ,2007; FH 
红 , 2007; Liatukas et al., 2009), AWK, 开发 麦 红 
UA cm DNA 分 子 标记 , 用 于 种 群 遗 传 结 构 和 基 
因 交 流 、 系 统 发 育 与 分 子 进化 等 方面 的 研究 , 对 于 
揭示 其 扩散 成 灾 规 律 和 综合 防治 等 都 具有 重要 意 
义 。 但 是 , 目前 开发 的 麦 红 吸 浆 虫 DNA 分 子 标记 
还 相对 较 少 (He and Yuan, 2001; He et al., 2006; 
王 洪亮 等 , 2007 ) ， 而 公共 数据 库 中 麦 红 吸 浆 虫 唾 
腺 EST 序列 的 公布 , 为 开发 新 的 分 子 标记 提供 了 宝 
贵 的 资源 。 本 研究 对 这 些 EST 序列 进行 了 SSR Æ 
找 、 相 关 信息 分 析 、SSR 引物 设计 和 多 态 性 引物 得 
选 , 希望 能 够 为 今后 开展 麦 红 吸 浆 虫 的 扩散 成 灾 规 
律 和 综合 防治 等 研究 提供 帮助 。 


1 材料 与 方法 


1.1 fim 

2010 年 4 -5 月 份 采集 来 目 河南 省 洛 末 县 、 河 
北 省 保定 市 和 天 津 市 宝 匠 的 含有 麦 红 吸 浆 虫 幼 虫 的 
EIE, 在 温度 22 +1Y、 相 对 湿度 70% — 7596 , 光 周 
期 14L: 10D 的 条 件 下 让 其 羽化 , 然后 收集 刚刚 羽化 
的 麦 红 吸 浆 虫 成 虫 , 放 于 75% LERF, -20C 
存 备用 。 
1.2 EST-SSR 的 搜索 

以 FASTA 格式 从 NCBI 数据 库 (http://www. 
ncbi. nlm. nih. gov/nucest) FH FRÆ A ZLIK J K IE 
HR mJ 1 217 条 EST 序列 。 通 过 cross-match, 
RepeatMasker 等 去 除 低 质量 部 分 后 ,再 利用 phrap 
软件 进行 聚 类 拼接 得 到 unigenes 序列 。 利 用 SSRIT 
(simple sequence repeat identification tool ) 软件 
( http://www. gramene. org/db/markers/ssrtool ) 对 获 
得 的 unigenes 进行 SSR 在 线 查找 , 查找 标准 为 : 单 
ERER 12 次 以 上 , 二 核 苷 酸 重 复 6 次 以 上 , 三 
核 车 酸 以 上 的 重复 5 次 以 上 。 
1.3 SSR 引物 设计 与 合成 

利用 Primer Premier 5. 0 软件 (Lalitha, 2000) 对 
含有 SSR 位 点 的 EST 序列 进行 引物 设计 。 引 物 设 
计 原 则 为 : EST 序列 长 度 大 于 100 bp; SSR 序列 的 
开始 和 结束 位 置 分 别 距 5’ 和 3" 端 不 少 于 20 bp; 5| 
物 长 度 18 ~22 bp; 理论 退火 温度 Tm 值 为 40.4 ~ 
65.4'C, 而且 上 游 和 下 游 引物 的 Tm 值 相差 不 大 于 
5*C ; GC 含量 40% ~60% ; PCR 扩 增 产物 长 度 100 ~ 
400 bp; 同时 尽量 避免 引物 二 级 结构 Dimer, 
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Hairpin, False primer 以 及 连续 6 个 碱 基 配 对 的 出 
现 。 引 物 由 生 工 生物 工程 ( 上海) 有 限 公 司 合成 。 
1.4 昆虫 基因 组 DNA 提取 

麦 红 吸 浆 虫 成 虫 基因 组 DNA. 的 提取 方法 参照 
付 海滨 等 (2006), 稍 加 改动 。 用 牙签 挑 取 单 头 麦 红 
吸 浆 虫 成 虫 , 放 在 滤纸 上 吸 干 乙醇 ， 置 于 1.5 mL 
的 灭 阔 离心 管 中 , HKA ddH,0 洗 2 次 , 再 加 入 20 
uL 的 DNA 提取 液 (1% SDS, 50 mmol/L Tris-HCl 
(pH 8. 0), 25 mmol/L NaCl, 25 mmol/L EDTA), 
FH 10 pL 封口 枪 涉 的 雄 后 , 加 入 30 pL DNA ERA 
冲洗 枪 状 ， 置 于 6S$% 水 浴 45 min, 再 加 入 3 mol/L 
KAc (pH 7.2) 100 uL, 冰 上 放置 1 h 以 上 , 12 000 
rpm, 离心 10 min; 移 取 上 清 液 于 另 一 离心 管 中 , 加 
入 2 倍 体积 预 冷 的 无 水 乙醇 (400 pL) 混 匀 , 放置 于 
-20*C1 h 以上, 12 000 rpm 离心 15 min, 小 心 倾 尽 
上 清 液 , 收集 沉淀 , H 7096 乙醇 洗 K, EFIE, 
37% 干燥 15 min, 每 管 加 入 15 uL ddH,O, 充分 深 
解 后 ，-20% 保存 备用 。 
1.5 SSR Bj PCR 扩 增 和 电泳 检测 

PCR 反应 体系 (10 iL) 为 : 10 x buffer (Mg * 
free) 1 uL, 25 mmol/L Mg 0.8 uL, dNTPs (2.5 
mmol/L) 1 wL， 上 游 引 物 (10 pmol/L)0. 5 uL, F 
洲 引 物 (10 pmol/L) 0. 5 uL, ddH,O 5. 6 uL, Taq 
DNA 聚合 酶 (5 U/uL) (大 连 TaKaRa 公司 生产 ) 
0.1 uL, 模板 0.5 pL, PCR 反应 在 SensoQuest 
LabCyclei2.2 型 PCR 仪 上 进行 , 反应 程序 为 : 94?C 
预 变性 4 min; 95'C 变性 30 s; 54 - 58'C 复 性 1 min, 
72*C 延伸 1 min; 35 个 循环 ; 最 后 72%C 10 min 终止 
反应 。 

电泳 检测 : PCR 反应 结束 后 , 在 10 uL 反应 产 
物 中 加 入 2 L6 x DNA. 上 样 缓冲 液 后 , 取 5 pL 先 
用 1.0% 琼 脂 糖 电泳 进行 初步 检测 , 然后 取 3 pL 进 
ÍT 8% 非 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 , 电泳 缓冲 液 用 
1.0 x TBE, 电泳 结束 后 用 银 染 法 检测 ， 最 后 凝 胶 扫 
TRE, 记录 结果 。 
1.6 数据 统计 与 分 析 

按照 电泳 图 谱 中 同一 位 置 DNA 带 进行 统计 ， 
记录 清晰 、 稳定 出 现 日 产物 长 度 在 100 ~ 400 bp T8 
围 内 的 扩 增 市 。 以 530 bp DNA ladder 为 标准 ,利用 
Alphaview2. 0. 1. 1 software 对 扩 增 结果 进行 读 带 ， 
以 二 倍 体形 式 记 录 ,， 从 大 到 小 依次 记 作 A, B, C. 
利用 软件 Popgene32 (version 1. 32) (Yeh et al., 
1999) 计算 观测 等 位 基因 数 ( Ne)、 有 效 等 位 基因 数 
(Ne)、 观 测 杂 合 度 (Ho) MHEARA BE ( He) ;利用 


PIC_CALC( Version 0. 6) 计算 位 点 的 多 态 信息 含量 
(PIC) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZRI RER EST-SSRs 的 搜索 

对 来 目 麦 红 吸 浆 虫 唾 腺 的 1 217 条 EST 序列 进 
行 前 处 理 和 聚 类 拼接 后 , 共 得 到 1 194 条 高 质量 的 
EST 序列 和 1 047 个 unigenes (其 中 包括 129 个 
contigs 和 918 个 singletons) ， 总 长 度 为 492. 8 kb, 
平均 长 度 为 470.71 bp。 通 过 SSRIT 软件 在 线 查 找 
SSR, RRA RA 141 个 SSR 位 点 ， 分 布 于 106 
个 unigenes 中 , 平均 每 3.49 kb 就 出 现 一 个 SSR 位 
点 , 但 不 同 重复 类 型 的 差异 很 大 。 其 中 含有 1、2 和 
3 个 SSR 位 点 的 unigenes 分 别 为 74 个 (69. 81% )、 
29 个 (27.36% ) 和 3 个 (2.83% )。 
2.2 ZARI HERR EST-SSRs 的 出 现 频率 和 分 
布 特征 

由 表 1 可 以 看 出 , 麦 红 吸 浆 虫 唾 甩 EST-SSR 种 
类 较为 丰富 , 一 至 六 核 车 酸 重 复 类 型 都 能 看 到 , 但 
各 种 类 型 的 出 现 频率 差异 较 大 , 是 以 1 ~3 MEE 
复 基 元 为 主 , 占 总 EST-SSR 的 97.1696 以 上 。 其 中 
单 碱 基 重 复 基 元 出 现 次 数 最 多 , 共 出 现 48 次 
(34.0496) , 其 次 为 三 碱 基 重 复 基 元 , 共 出 现 45 次 
(31.9196) , 然后 是 二 碱 基 重 复 基 元 , 共 出 现 和 4 次 
(31.2190), 4 «6 碱 基 重 复 基 元 较 少 ,分 别 出 现 1 
次 (0.71% ) ,1 工 次 (0.71% ) 和 2 1X (1. 4296 ) 。 


R1 ZARZ hE EST-SSRs 重复 基 元 的 出 现 频率 
Table 1 Frequency of different repeat motifs of the 
EST-SSRs in the salivary glands of Sitodiplosis mosellana 


—3 JURE SSR 数量 比例 (多 39 y 2x 
重复 基 元 类 型 基 元 种 数 数量 所 占 例 ( o ) 出 现 频率 
Repeat t Number of Number of Proportion in Frequency 
epeal TP" ^ motif types SSRs all SSRs ( kb/SSR) 
PECES 4 48 34.04 10. 27 
Mononucleotide 
ATR 9 44 31.21 11.20 
Dinucleotide 
ZPR 
4 31.91 10.95 
Trinucleotide 25 5 
MIXER 1 1 0.71 492. 90 
Tetranucleotide 
TEGERE 1 1 0.71 492.90 
Petranucleotide 
AFER 2 2 1.42 246.45 
Hexanucleotide 
ATE 42 141 100 3.49 


Total 
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TE 141 个 SSR 中 , 共有 42 种 重复 基 元 (motif) , 
其 中 单 、 双 和 三 碱 基 重 复 基 元 分 别 出 现 4 种、9 种 
和 25 种 。 从 表 2 可 以 看 出 , 在 单 碱 基 重复 基 元 中 
以 AZT(31.21% ) 占 优势 , 而 C/G(2. 8496 ) 的 出 现 
频率 较 低 ; 二 碱 基 重 复 基 元 中 ， 以 AC/GT 
(15.6096 ) 出 现 频率 最 高 ， 其 次 为 AG/CT 
(8.5196) , 然后 是 AT/AT(4.2596 ) ,而 其 他 类 型 的 
出 现 频率 均 较 低 。 三 碱 基 重 复 基 元 中 ， 以 AAC 
GTT 出 现 频率 最 高 (9. 2200) ， 其 次 是 AGC/GCT 
(7.1096) , 然后 是 AAG/CTT(5. 0096) 。 四 碱 基 以 
上 的 重复 基 元 为 :， AGTG，CCACA，ATACAG ， 
AACAAA , 各 出 现 1 次 。 


表 2， 麦 红 吸 奖 虫 睡 腺 EST-SSRs 主要 重复 基 元 的 出 现 频率 
Table 2 Frequency of main repeat motifs of the EST-SSRs 


in the salivary glands of Sitodiplosis mosellana 


重复 基 元 类 型 ”出 现 次数 百分数 重复 次 数 
Repeat type Number Percentage Repeat number 
A/T 44 31.21 12 - 73 
G/C 4 2.84 13 - 15 
AC/GT 22 15.60 6 -15 
AG/CT 12 8.51 6 -23 
AT/ AT 6 4.25 6 -7 
AAC/GTT 13 9.22 5-8 
AGC/GCT 10 7.10 5-10 
AAG/CTT 7 5.00 5 


2.3 ZARI RER EST-SSR 5|% hii 

利用 Primer Premier 5. 0 软件 对 含有 SSR fy 
的 EST 序列 进行 引物 设计 。 然 后 结合 引物 序列 的 
组 成 特点 ,， 微 卫星 位 点 的 重复 基 元 情况 和 产物 大 小 
等 多 种 因素 , 最 后 从 中 选 出 26 对 得 分 较 高 的 SSR 
引物 ( 表 3), 由 生 工 生物 工程 ( 上海) 有 限 公 司 合 
成 。 对 26 对 SSR 引物 进行 PCR 扩 增 和 琼脂 糖 电 泳 
检测 ,结果 这 些 引 物 均 能 扩 增 出 清晰 的 DNA 条 市 ， 
其 中 有 20 对 (76.92% ) 引物 的 扩 增 产物 大 小 与 预 
测 的 结果 基本 一 至。 为 外 6 对 的 扩 增 结果 比 预测 的 
明显 偏 大 , 因此 在 进行 非 变性 聚 丙 烽 酰 氮 凝 腕 电泳 
检测 多 态 性 时 , 将 这 6 对 引物 除外 。 
2.4 ZAIR R HIE EST-SSRs 引物 的 多 态 性 
分 析 

利用 896 EAE TES V3 i IV CURE Ie Fa UK i a 18 XS 
法 , 对 20 对 PCR 扩 增 效果 较为 理想 的 EST-SSRs 引物 
( 表 3) 进 行 多 态 性 检测 , 部 分 结 来 见 图 1(A F B). 
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多 态 性 检测 结果 表明 ,20 对 EST-SSR 引物 在 
麦 红 吸 浆 虫 中 能 扩 增 出 1~11 条 DNA 片段 , 其 中 9 
对 (45% ) 引物 表现 出 多 态 性 , 而 其 他 11 对 都 表现 
为 单 态 性 。 对 这 9 对 EST-SSR 引物 的 非 变 性 聚 丙 
烯 酰胺 凝 胶 电 泳 检 测 结果 分 析 表 明 ， 共 获得 51 个 
等 位 基因 , 等 位 基因 数 为 3 ~ 11, 平均 等 位 基因 数 
为 5.67, 平均 有 效 等 位 基因 数 为 3.45, 期 望 杂 合 度 
为 0.33 ~0.86, 平均 期 望 杂 合 度 为 0.65, 多 态 信 息 
含量 为 0.32 ~0.84, 平均 多 态 信 息 含量 为 0.60( 表 
4)。 其 中 , BR FD060 和 FD027 表现 为 中 度 多 态 性 
外 , 其 他 7 对 EST-SSR 引物 都 表现 出 较 高 的 多 


态 性 。 
3 讨论 


昆虫 是 世界 上 种 类 最 多 的 生物 种 类 ,具有 丰富 
的 遗传 多 样 性 。 微 卫星 DNA 在 昆虫 中 广泛 存在 ， 
已 成 为 研究 昆虫 遗传 多 样 性 的 重要 方法 之 一 (高 宝 
ES 2010; 赵 亚 周 等 , 2010; Ma et al., 2011), 

本 文 利用 生物 信息 学 方法 , 对 来 自 麦 红 吸 浆 虫 
HERES EST-SSR 进行 了 信息 分 析 。 结 果 在 1 047 个 
unigenes 其 找到 141 个 SSR 位 点 , 分 布 于 106 个 
unigenes FH, 平均 每 3. 49 kb 就 出 现 一 个 SSR 位 点 。 
在 重复 基 元 上 , 以 1 ~3 RENE, 占 麦 红 吸 浆 忠 唾 
腺 总 EST-SSR 的 97.16% 以 上 。 其 中 , AMEER 
基 元 出 现 频率 最 高 (34.04% ) ， 其 次 是 三 碱 基 重 复 
基 元 (31.91% ) 和 二 碱 基 重 复 基 元 (31.21% ) ， 而 
4 ~6 碱 基 重 复 基 元 的 出 现 频率 较 低 (2. 84% ) 。 研 
究 结 果 还 显示 ,在 麦 红 吸 浆 虫 唾 腺 EST-SSR 中 ， 
A/T, AC/GT 和 AAC/GTT 分 别 是 单 、 双 和 三 碱 基 
重复 基 元 中 占 优势 的 重复 类 型 。 这 些 人 研究 结果 与 神 
KAN. lugens, WMA T. castaneum I EX; ffr 
Hi Schistosoma mansoni 等 都 有 所 不 同 ( 唐 远 菊 等 ， 
2007; 张 琳 琳 等 ,2008; XI ERI, 2010), 
其 中 , Æ KEF, 1 ~3 碱 基 是 主要 重复 类 型 , 是 
A/T, AG/CT 和 AAG/CT 分 别 是 单 、 双 和 三 碱 基 重 
复 基 元 中 出 现 频率 最 多 的 类 型 ; 在 赤 拟 谷 盗 中 , 单 
碱 基 是 出 现 频率 最 多 的 类 型 ,其 次 是 六 碱 基 重复 基 
元 ; 在 受 氏 血吸虫 中 ,三 碱 基 出 现 频率 最 多 
(54.296 ) ， 其 次 是 二 碱 基 (20. 596) 和 四 碱 基 
(20. 696 ) 重复 基 元 。 

微 卫星 DNA 具有 丰富 的 多 态 性 , 并 且 其 两 侧 
的 序列 在 同一 物种 中 具有 高 度 的 保守 性 。 本 文 还 对 
麦 红 吸 浆 虫 唾 腺 EST-SSR 进行 了 引物 设计 ，EST- 
SSR 的 PCR 扩 增 和 多 态 性 分 析 。 尽 管 与 基因 组 SSR 
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Tr p 


Locus 


FD027 
FD056 
FD060 
FD091 
FD894 
FD908 
FD948 
FD980 

FD982 * 
EW284 
EW313 
EW353 

EWS535 * 
EW548 
EW598 
EW645 

EW669 * 
EW0853 

EW0746 * 
EW892 
EW928 

EW1004 * 

EW1047 

Tig98 
Tig99 


Tig106 * 
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GenBank 登录 号 


GenBank accession no. 


FD934027 


FD934056 


FD934060 


FD934091 


FD933894 


FD933908 


FD933948 


FD933980 


FD933982 


EW780284 


EWT780313 


EW780353 


EW780535 


EW780548 


EW780598 


EW780645 


EW780669 


EW780853 


EW780746 


EW780892 


EW780928 


EW781004 


EW781047 


FD933728 
EW780423 


FD933725 
EW780421 


EW780309 
EWT780776 


X3 26 对 EST-SSRs 引物 的 信息 


Table3 Information of 26 EST-SSR primers 


e 


二 


引物 序列 (5' -3^) 


Primer sequences 


: ATGCCGTAAAGGCAATGAAG 
: ATTCCGCCACGTTTACCAC 


: ATCGATTTCGTGTGATCGTG 
: ACGATGATGATTTTAGCCGC 


: TETTCAATGACTTCAGCCCA 
: GGATTCGCGATTGTTCGTAT 


: CGATATTTCTCCACATCGCC 
: ACACATTACAATCGGTGCCA 


: TTTTATGCGTGTGAATGCGT 
: TCCCACTGGCCAATTTATTT 


GCAAAATTGCCTGTGTGCTA 
TIGAATCGGATGGGTGTTCT 


GCTTCACCCATAAAAACCAAA 
ACTCTCCTTCTTCGCCTTGG 


AAAAGCAAGGAAAATGGCAA 
CCCAGGACAATCAATCCATC 


TITAAAATCGATTCAGCCCG 
CTTGGACAACGCTTCAAACA 


CAGCTTACATTGTCGCTCCA 
GCATCTACGGGAGCTAGACG 


TICTCCTATGCCATCTIGGG 
TGTTTGTTATTCGGATGCGT 


GAGTGGCAGGAAACAAGAGC 


: TCATTCGATGGAAGACTCACTT 


TCAGTGCTCCGGAAATCTCT 
TGGTTTTTATCCTGCGGAAG 


TGCGAATCGATACCATAGGC 
ATTGCCTGGAATTTTCCCTC 


GCGCGAATCATCAACACTTA 
GTTCGGATGTGGTGACTGTG 


TCCAGAGTCATCCGCTTTTT 
GCATGTGTCATGATGCACTTAT 


ACGACCACCTTAGCACCAAC 
GTGTTGGGGGTGGTTGTATC 


ACAAATCAGGTGGCCTTCAC 
TCCCCAATCTGTATTCCAGC 


TICGAAACGAAAGAGTGCAG 
ACGTGAGCTTTCTTCGCATT 


CCTCTCATTGATGCGTGTCT 
TIGAGTACCAGATTGCATTTCA 


CAAATGCTTACCGAGGTTTGA 
ATAATTGCAGGCAGACCACC 


TIGCACGAGTCCAATTCAAG 
AGCCTCTATTCTGCGGTTCA 


CCGGCAACTTTTTAAGATACCA 
TGTTTCGACGGTATGCTTTTT 


GTITCCGTTGAGCAGAAGCGTT 


:TCGTCGATTCTTGTTGTTCG 


GTGGAAATACGGTGCCATTT 


: TCTTTICTCTCTCTCTGGCGG 


TITTTTGCTTTGGAATTTGCC 


: AACCATGCTCCAACTGGGTA 


重复 序列 


Repeat motif 


(GGT); 


(CAG); 


(GCA) sag 
aag( A) jo 


(AC), 
(GA) 5 
(TGG), 
(CAG); 
(CA), 
(TCG) 0 
(TCA); 
(AACAAA); 
(AC) 
(ACC), 
(AC) (AG) gt( GA); 
(GAC), 
(CA) 


(ACA), 


( TC) ota 
(TC), 


(GCA)g 
(AC), 
(AC), 

(AGC); 

(CAA); 
(AC), 

(CAA)。 


(CA), 
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Annealing temperature 


56 


56 


55 


58 


55 


58 


57 


58 


58 


56 


56 


55 


56 


56 


56 


55 


58 


56 


58 


57 


55 


56 


57 


56 


56 


54 


“该 引物 经 PCR 扩 增 后 , 扩 增 产物 的 结果 比 预期 的 偏 大 The PCR amplification products of these SSR primers were larger than expected. 
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图 1 
Fig. 1 


SSR 引物 EW892 ( A) 和 Tig99(B) 对 河北 省 保定 市 麦 红 吸 浆 虫 样品 的 PCR 扩 增 结果 
The amplification of samples of Sitodiplosis mosellana from Baoding, Hebei with SSR. primer EW892 ( A) and Tig99 (B) 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA ladder; 1 -30: 样品 Samples. 


X4 ZARR RER EST 的 9 个 SSRs 位 点 的 遗传 特性 分 析 


Table 4 Genetic characterization of nine SSRs derived from EST in the salivary glands of Sitodiplosis mosellana 


- hg, 观测 等 位 基因 数 。 有 效 等 位 基因 数 。 观测 杂 合 度 MARAE 。 。 多 态 信息 售 量 
HIA i dos Observed number Effective number Observed Expected Polymorphism 

of alleles of alleles heterozygosity heterozygosity information content 
FD908 124 - 157 9 6.82 0. 00 0. 86 0. 84 
FD894 274 -292 3 2.54 0. 00 0.61 0.52 
FD060 285 -353 4 2.10 0.01 0. 53 0. 42 
FD027 329 —389 B 1.50 0.21 0.33 0.32 
FD948 269 —281 3 2.50 0. 00 0. 60 0. 53 
Tig99 276 — 345 6 2.70 0.52 0. 63 0. 60 
EW353 196 -276 6 3.71 0.99 0. 73 0. 68 
EWS92 202 -274 11 5.70 0.96 0. 83 0. 80 
EWS548 332 -378 4 3.48 0.97 0. 72 0. 66 
平均 值 Mean - 5.67 3.45 0.41 0.65 0. 60 


THEE, EST-SSR EARRA Ze zs TE ( Missio et al., 
2009) , 但 本 文 的 结果 表明 , 在 20 对 有 扩 增 结果 的 
SSR 引物 中 , 共有 9 对 (45% ) 表现 出 多 态 性 , 平均 
等 位 基因 数 为 5.67, 平均 有 效 等 位 基因 数 为 3. 45 ， 
平均 期 望 杂 合 度 为 0. 65, 平均 多 态 信 息 含 量 为 
0. 60, 

到 目前 为 止 , 有 关 痿 蚊 科 昆虫 微 卫 星 DNA 分 
子 标记 的 研究 报道 还 相对 较 少 ( Lloyd et al., 2004; 
Pfunder and Frey, 2006; Bentur et al., 2011)。 本 研 
究 为 麦 红 吸 浆 虫 及 其 近 缘 物种 的 DNA 分 子 标记 提 
供 了 进一步 的 补充 。 同 时 , 也 希望 这 些 研 究 能 够 为 
今后 麦 红 吸 奖 虫 的 分 子 生 态 学 、 分 子 遗 传 学 、 比 较 
基因 组 学 和 害虫 的 综合 防治 等 相关 研究 提供 帮助 。 
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